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脑心安胶囊调节AMPK/GSK-3茁/Nrf2信号
通路对缺血性中风大鼠的神经

保护作用*

李 明，李 琦，罗佳晶，张佳诺，李 睿，吴圣贤

（北京中医药大学东直门医院，北京 100700）

[摘要] 目的：基于腺苷酸活化蛋白激酶（AMPK）/糖原合成酶激酶3茁（GSK-3茁）/核因子E2相关因子2（Nrf2）

信号通路探讨脑心安胶囊对缺血性中风大鼠的神经保护作用机制。方法：采用线栓法建立缺血性中风大鼠模

型，将大鼠分为假手术组（Sham组，不插入栓线）、模型组（M组）、脑心安胶囊组（脑心安组，0.72 g/kg）、AMPK激

活剂（AICAR）组（100 mmol/L）、脑心安（0.72 g/kg）+AMPK抑制剂[Compound C（CC），20 滋mol/L]组。对神经功能损

伤进行评分；TTC染色检测脑梗死体积；微量法检测超氧化物歧化酶（SOD）、谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）、丙二

醛（MDA）水平；TUNEL染色检测脑组织细胞凋亡；免疫组化法检测巢蛋白（Nestin）、神经生长因子（NGF）蛋白表

达；蛋白质印迹（Western blotting）法检测AMPK/GSK-3茁/Nrf2信号通路相关蛋白表达。结果：与Sham组比较，M组

大鼠神经功能损伤评分、脑梗死体积、脑组织MDA水平、细胞凋亡率、Nestin及NGF蛋白表达明显上升，SOD、

GSH-Px活性及p-AMPK、p-GSK-3茁、Nrf2表达水平明显下降（ <0.05）；与M组比较，AICAR组、脑心安组神经功

能损伤评分、脑梗死体积、脑组织MDA水平、细胞凋亡率明显下降，SOD、GSH-Px活性及Nestin、NGF、p-AMPK、

p-GSK-3茁、Nrf2蛋白表达明显上升（ <0.05）；与脑心安组比较，脑心安+CC组神经功能损伤评分、脑梗死体积、

脑组织MDA水平、细胞凋亡率明显上升，SOD、GSH-Px活性及Nestin、NGF、p-AMPK、p-GSK-3茁、Nrf2蛋白表达明

显下降（ <0.05）。结论：脑心安胶囊可以抑制缺血性中风大鼠的氧化应激，减少脑组织细胞凋亡，发挥神经

保护作用，其机制可能与激活AMPK/GSK-3茁/Nrf2信号通路有关。
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Neuroprotective Effect of Naoxin'an Capsule (脑心安胶囊) on Ischemic

Stroke Rats via Regulating the AMPK/GSK-3β/Nrf2 Signaling Pathway

[Abstract] Objective: To investigate the neuroprotective mechanism of Naoxin'an capsule in rats with

ischemic stroke based on the AMP-activated protein kinase (AMPK)/glycogen synthase kinase-3茁 (GSK-3茁)/

nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) signaling pathway. Methods: A rat model of ischemic stroke

was established by the filament occlusion method. The rats were divided into the sham-operated group (no filament

insertion), model group, Naoxin'an capsule group (0.72 g/kg), AMPK activator (AICAR) group (100 mmol/L), and

Naoxin'an (0.72 g/kg) + AMPK inhibitor [Compound C (CC), 20 滋mol/L] group. Neurological deficit scores were

assessed. Cerebral infarction volume was measured by TTC staining. The levels of superoxide dismutase (SOD),

glutathione peroxidase (GSH-Px), and malondialdehyde (MDA) were detected using a microplate assay. Apoptosis

in brain tissue was detected by TUNEL staining. The protein expression of nestin and nerve growth factor

(NGF) was detected by immunohistochemistry. The protein expression related to the AMPK/GSK -3茁/Nrf2

signaling pathway was detected by Western blotting. Results: Compared with the sham-operated group, the
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缺 血 性 中 风 是 常 见 的 急 性 脑 血 管 疾 病 ， 其 特 征 是 血 栓 形

成 或 栓 塞 导 致 的 脑 部 血 液 循 环 障 碍 ， 引 起 脑 组 织 损 伤 ， 导 致

神 经 功 能 损 伤 [1]。 缺 血 性 中 风 和 脑 梗 死 会 引 起 不 同 程 度 的 脑

损 伤 ， 包 括 脑 组 织 病 变 和 神 经 元 损 伤 ， 其 中 神 经 元 细 胞 死 亡

是 神 经 元 损 伤 的 直 接 原 因 ， 并 且 缺 血 引 起 的 血 管 阻 塞 会 产 生

大 量 活 性 氧 ， 引 起 氧 化 应 激 ， 而 氧 化 应 激 则 会 加 剧 神 经 元 损

伤 并 导 致 严 重 的 神 经 元 功 能 障 碍 [2]。 在 缺 血 性 中 风 中 ， 氧 化 应

激 和 神 经 元 凋 亡 是 其 主 要 病 理 机 制 ， 因 此 抑 制 氧 化 应 激 和 神

经 元 凋 亡 是 治 疗 缺 血 性 中 风 的 主 要 策 略 [3]。 腺 苷 酸 活 化 蛋 白

激 酶 （ AMPK） /核 因 子 E2 相 关 因 子 2（ Nrf2） 信 号 通 路 在 缺 血 性

中 风 中 发 挥 重 要 作 用 ， 有 研 究 发 现 帕 尔 马 汀 激 活 该 通 路 表 达

可 以 减 轻 氧 化 应 激 和 神 经 元 凋 亡 ， 发 挥 神 经 保 护 作 用 [4]。 脑 心

安 胶 囊 由 黄 芪 、 党 参 、 三 七 等 19 味 中 药 组 成 ， 是 一 款 成 熟 的 已

纳 入 临 床 的 中 成 药 ， 具 有 益 气 活 血 、 开 窍 通 络 功 效 ， 临 床 上 用

于 治 疗 气 虚 血 瘀 、 中 风 偏 瘫 等 病 证 [5]。 有 研 究 发 现 脑 心 安 胶 囊

对 于 慢 性 脑 缺 血 导 致 的 脑 组 织 氧 化 损 伤 和 线 粒 体 功 能 障 碍

具 有 改 善 作 用 [6]。 但 是 关 于 脑 心 安 在 缺 血 性 中 风 重 的 神 经 功

能 损 伤 机 制 研 究 尚 少 。 本 研 究 建 立 缺 血 性 中 风 大 鼠 模 型 ， 探 讨

其 调 节 AMPK/糖 原 合 成 酶 激 酶 3茁（ GSK-3茁） /Nrf2 信 号 通 路 对

缺 血 性 中 风 大 鼠 的 神 经 保 护 作 用 机 制 。

1 材料和方法

1.1 实验动物 6~7周 龄 的 SPF级 SD 大 鼠 ， 体 质 量 180~200 g ，

购 自 北 京 华 阜 康 生 物 科 技 股 份 有 限 公 司 ， 动 物 生 产 许 可 证 号 ：

SCXK（ 京 ） 2019-0008， 动 物 质 量 合 格 证 号 ： 110011200107365024。

所 有 大 鼠 饲 养 于 本 院 动 物 实 验 中 心 [动 物 使 用 许 可 证 号 ： SYXK

（ 京 ） 2020-0013]， 国 家 标 准 饲 料 喂 养 ， 温 度 20~24 益 ， 相 对 湿 度

50%~60% ， 光 照 周 期 12/12 h 。 适 应 性 喂 养 1 周 ， 检 查 无 异 常 后

用 于 后 续 实 验 。 本 实 验 已 通 过 北 京 中 医 药 大 学 东 直 门 医 院 伦

理 委 员 会 审 批 （ 批 准 号 ： 2021-00926） 。

1.2 主要试剂与仪器 脑 心 安 胶 囊 （ 批 号 ： 20200309， 国 药 准 字

Z20123066 ， 规 格 ： 每 粒 装 0.3 g） 购 自 吉 林 意 达 药 业 有 限 公 司 ；

TTC染 色 液 （ 2%） （ 批 号 ： 20200905） 、 超 氧 化 物 歧 化 酶 （ SOD） （ 批 号 ：

20190308） 、 谷 胱 甘 肽 过 氧 化 物 酶 （ GSH-Px） （ 批 号 ： 20190607） 、

丙 二 醛 （ MDA） （ 批 号 ： 20201106） 试 剂 盒 均 购 自 北 京 索 莱 宝 科

技 有 限 公 司 ； TUNEL 染 色 试 剂 盒 （ 批 号 ： 20200618） 购 自 上 海

碧 云 天 生 物 技 术 有 限 公 司 ； 巢 蛋 白 （ Nestin） （ 批 号 ： 20190816） 、

神 经 生 长 因 子 （ NGF） （ 批 号 ： 20190304） 、 Nrf2（ 批 号 ： 20201210） 、

甘 油 醛 -3- 磷 酸 脱 氢 酶 （ GAPDH） （ 批 号 ： 20201013） 抗 体 购 自

美 国 Abcam 公 司 ； p-AMPK（ 批 号 ： 20201006） 、 AMPK（ 批 号 ：

20190908） 、 p-GSK-3茁（ 批 号 ： 20200105） 、 GSK-3茁（ 批 号 ：

20190505） 抗 体 购 自 西 格 玛 奥 德 里 奇 （ 上 海 ） 贸 易 有 限 公 司 。

DM-125 光 学 显 微 镜 购 自 日 本 奥 林 巴 斯 公 司 ； Varioskan LUX

多 功 能 酶 标 仪 购 自 赛 默 飞 世 尔 科 技 有 限 公 司 。

1.3 实验方法

1.3.1 造 模 及 分 组 采 用 线 栓 法 建 立 缺 血 性 中 风 大 鼠 模 型 ，

麻 醉 大 鼠 ， 分 离 左 侧 颈 总 、 颈 内 和 颈 外 动 脉 ， 对 颈 外 动 脉 、 颈

总 动 脉 进 行 结 扎 ， 夹 闭 颈 内 动 脉 。 将 栓 线 从 颈 总 动 脉 插 入 ， 再

调 整 角 度 插 入 至 颈 内 动 脉 ， 栓 线 插 入 有 阻 力 感 时 ， 结 扎 ， 固 定

栓 线 ， 2 h后 拔 出 部 分 栓 线 模 拟 再 灌 注 [7]。 大 鼠 出 现 右 侧 前 肢 向

胸 前 屈 曲 ， 行 走 时 向 右 侧 转 圈 或 行 走 时 倾 倒 则 造 模 成 功 。 将

大 鼠 分 为 假 手 术 组 （ Sham 组 ， 不 插 入 栓 线 ） 、 模 型 组 （ M 组 ） 、 脑

心 安 胶 囊 组 （ 脑 心 安 组 ， 0.72 g/kg） [5]、 AMPK激 活 剂 组 （ AICAR组 ，

100mmol/L） [8]、 脑 心 安 （ 0.72g/kg） +AMPK抑 制 剂 （ Compound C， CC，

20滋mol/L） 组 [9]， 每 组 20 只 大 鼠 。 造 模 2 周 后 开 始 给 药 ， 脑 心 安

组 灌 胃 给 予 0.72 g/kg 的 脑 心 安 ， AICAR 组 经 左 侧 脑 室 注 射

100 mmol/L 的 AICAR， 脑 心 安 +CC 组 灌 胃 给 予 脑 心 安 ， 同 时 经

左 侧 脑 室 注 射 20 滋mol/L CC 溶 液 ， Sham 组 和 M 组 在 相 同 部 位

给 予 等 体 积 生 理 盐 水 ， 大 鼠 按 照 1 mL/100 g 体 积 进 行 灌 胃 ， 左

侧 脑 室 按 照 10 滋L/100 g体 积 进 行 注 射 。 连 续 给 药 2 周 。

1.3.2 神 经 功 能 损 伤 评 分 和 脑 梗 死 体 积 测 定 采 用 Ludmila

Belayev 12 分 评 分 法 进 行 神 经 功 能 损 伤 评 分 [10]， 评 分 越 高 表 明

神 经 功 能 损 伤 程 度 越 高 。 采 用 TTC 染 色 计 算 脑 梗 死 体 积 。 评 分

结 束 后 ， 随 机 取 5 只 大 鼠 ， 麻 醉 断 头 取 脑 ， 置 于 -20 益 冰 箱 冷 冻

20 min 后 ， 从 额 极 开 始 冠 状 面 切 片 （ 2 mm） 。 将 切 片 放 入 2% 的

TTC染 色 液 中 避 光 孵 育 15 min， 染 色 后 置 于 4%多 聚 甲 醛 中 固 定

过 夜 ， 取 出 切 片 后 拍 照 ， 正 常 组 织 为 暗 红 色 ， 梗 死 区 域 为 苍 白

model group showed significantly increased neurological deficit scores, cerebral infarction volume, MDA levels,

apoptosis rate, and expression of nestin and NGF protein, while the activities of SOD and GSH-Px and the

expression levels of p-AMPK, p-GSK-3茁, and Nrf2 were significantly decreased in sham-operated group (P<

0.05). Compared with the model group, the AICAR group and Naoxin'an group showed significantly decreased

neurological deficit scores, cerebral infarction volume, MDA levels, and apoptosis rate, while the activities of

SOD and GSH-Px and the expression levels of nestin, NGF, p-AMPK, p-GSK-3茁, and Nrf2 were significantly

increased in AICAR group and Naoxin'an group (P<0.05). Compared with the Naoxin'an group, the Naoxin'an+

CC group showed significantly increased neurological deficit scores, cerebral infarction volume, MDA levels, and

apoptosis rate, while the activities of SOD and GSH-Px and the expression levels of nestin, NGF, p-AMPK,

p-GSK-3茁, and Nrf2 were significantly decreased in Naoxin'an+CC group (P<0.05). Conclusion: Naoxin'an capsule

can inhibit oxidative stress, reduce apoptosis in brain tissue, and exert neuroprotective effects in rats with ischemic

stroke, the mechanism of which may be related to the activation of the AMPK/GSK-3茁/Nrf2 signaling pathway.

[Keywords] ischemic stroke; Naoxin'an capsule; AMP-activated protein kinase/glycogen synthase kinase-3茁/

nuclear factor erythroid 2-related factor 2 signaling pathway; neuroprotection; rat
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色 。 梗 死 体 积 百 分 比 （ %） =梗 死 体 积 /对 侧 大 脑 半 球 体 积 伊100%。

1.3.3 脑 组 织 氧 化 应 激 指 标 检 测 随 机 取 5 只 大 鼠 ， 麻 醉 断

头 取 脑 ， 将 海 马 组 织 匀 浆 离 心 ， 收 集 上 清 ， 使 用 微 量 法 试 剂 盒

检 测 SOD、 GSH-Px、 MDA水 平 。

1.3.4 TUNEL染 色 检 测 海 马 组 织 细 胞 凋 亡 率 取 “ 1.3.2” 剩 余

的 冰 冻 的 海 马 组 织 ， 制 备 冰 冻 切 片 ， 根 据 TUNEL试 剂 盒 说 明 书

进 行 染 色 操 作 ， 光 学 显 微 镜 下 观 察 ， 凋 亡 细 胞 染 色 为 棕 黄 色 。

1.3.5 免 疫 组 化 法 检 测 海 马 组 织 Nestin、 NGF 蛋 白 表 达 随

机 取 5 只 大 鼠 ， 麻 醉 断 头 取 脑 ， 制 备 石 蜡 切 片 ， 脱 蜡 至 水 化 ， 抗

原 修 复 、 封 闭 后 ， 加 入 Nestin（ 1颐500） 、 NGF（ 1颐500） 抗 体 ， 4 益 过

夜 ， 加 入 二 抗 （ 1颐500） ， 室 温 孵 育 30 min ， DAB 显 色 ， 苏 木 素 复

染 ， 光 学 显 微 镜 下 观 察 并 拍 照 ， 根 据 染 色 阳 性 区 域 ， 计 算 Nestin、

NGF蛋 白 阳 性 表 达 量 。

1.3.6 Western blotting 检 测 AMPK/GSK-3茁/Nrf2 信 号 通 路 蛋

白 表 达 取 剩 余 5只 大 鼠 ， 麻 醉 断 头 取 脑 ， 将 海 马 组 织 匀 浆 ， 加

入 裂 解 液 提 取 总 蛋 白 ， 离 心 后 收 集 上 清 液 ， BCA 法 测 定 蛋 白

浓 度 ， 取 适 量 蛋 白 上 样 、 电 泳 、 湿 法 转 膜 、 脱 脂 牛 奶 封 闭 ， 加 入

p-AMPK（ 1颐1 000） 、 AMPK（ 1颐1 000） 、 p-GSK-3茁（ 1颐1 000） 、

GSK-3茁（ 1颐1000） 、 Nrf2（ 1颐1000） ， 以 GAPDH（ 1颐1 000） 为 内 参 ， 4益

过 夜 ， 洗 膜 加 入 二 抗 ， 37 益 孵 育 2 h， 加 入 ECL 显 影 ， 以 目 的 蛋

白 条 带 灰 度 值 与 内 参 条 带 灰 度 值 比 值 为 蛋 白 相 对 表 达 量 。

1.4 统计学方法 采 用 SPSS 26.0 进 行 数 据 分 析 ， 计 量 资 料 用

“ 均 数 依标 准 差 ” （ x依s） 表 示 ， 多 组 间 比 较 采 用 单 因 素 方 差 分 析 ，

两 两 间 比 较 采 用 SNK-q 检 验 。 <0.05 为 差 异 有 统 计 学 意 义 。

2 结 果

2.1 脑心安胶囊对大鼠神经功能损伤评分的影响 与 Sham

组 比 较 ， M 组 大 鼠 神 经 功 能 损 伤 评 分 明 显 上 升 （ <0.05） ； 与 M

组 比 较 ， AICAR 组 、 脑 心 安 组 大 鼠 神 经 功 能 损 伤 评 分 明 显 下

降 （ <0.05） ， AICAR组 、 脑 心 安 组 大 鼠 神 经 功 能 损 伤 评 分 差 异

无 统 计 学 意 义 （ >0.05） ； 与 脑 心 安 组 比 较 ， 脑 心 安 +CC 组 大 鼠

神 经 功 能 损 伤 评 分 明 显 上 升 （ <0.05） 。 （ 见 表 1）

表 1 各组大鼠神经功能损伤评分 （x依s）

组 别 n 神 经 功 能 损 伤 评 分 /分

Sham组 20 0.00依0.00

M组 20 11.50依0.53a

AICAR组 20 6.00依0.28b

脑 心 安 组 20 5.80依0.23b

脑 心 安 +CC组 20 9.30依0.46c

3 038.955

0.000

注：与Sham组比较，a <0.05；与M组比较，b <0.05；与脑心

安组比较，c <0.05。

2.2 脑心安胶囊对大鼠脑梗死体积的影响 与 Sham组 比 较 ，

M 组 大 鼠 脑 梗 死 体 积 明 显 上 升 （ <0.05） ； 与 M 组 比 较 ， AICAR

组 、 脑 心 安 组 大 鼠 脑 梗 死 体 积 明 显 下 降 （ <0.05） ， AICAR 组 、

脑 心 安 组 大 鼠 脑 梗 死 体 积 差 异 无 统 计 学 意 义 （ >0.05） ； 与 脑

心 安 组 比 较 ， 脑 心 安 +CC组 大 鼠 脑 梗 死 体 积 明 显 上 升 （ <0.05） 。

（ 见 图 1 、 表 2）

图 1 各组大鼠脑梗死

表 2 各组大鼠脑梗死体积比较 （x依s）

组 别 n 脑 梗 死 体 积 百 分 比 /%

Sham组 5 0.00依0.00

M组 5 28.41依3.42a

AICAR组 5 16.02依2.78b

脑 心 安 组 5 17.80依2.05b

脑 心 安 +CC组 5 23.22依3.76c

76.036

0.000

注：与Sham组比较，a <0.05；与M组比较，b <0.05；与脑心

安组比较，c <0.05。

2.3 脑心安胶囊对大鼠海马组织氧化应激的影响 与 Sham

组 比 较 ， M 组 大 鼠 海 马 组 织 SOD、 GSH-Px 活 性 明 显 下 降 ， MDA

含 量 明 显 上 升 （ <0.05） ； 与 M 组 比 较 ， AICAR 组 、 脑 心 安 组 大

鼠 海 马 组 织 SOD、 GSH-Px 活 性 明 显 上 升 ， MDA 含 量 明 显 下 降

（ <0.05） ， AICAR 组 、 脑 心 安 组 大 鼠 海 马 组 织 SOD 、 GSH-Px 、

MDA 水 平 差 异 无 统 计 学 意 义 （ >0.05） ； 与 脑 心 安 组 比 较 ， 脑

心 安 +CC 组 大 鼠 SOD、 GSH-Px 活 性 明 显 下 降 ， MDA 含 量 明 显

上 升 （ <0.05） 。 （ 见 表 3）

表 3 各组大鼠海马组织氧化应激水平比较 （x依s）

分 组 n S O D /（ U / L ） G S H - P x /（ μ g / m g ） M D A /（ n m o l / m g ）

S h a m 组 5 3 1 2 . 0 4 ± 3 2 . 5 4 1 4 1 . 3 6 ± 1 7 . 2 5 3 5 . 4 1 ± 5 . 2 6

M 组 5 2 0 1 . 7 4 ± 4 1 . 5 7 a 5 4 . 2 5 ± 1 1 . 1 4 a 1 7 2 . 2 5 ± 1 1 . 4 7 a

A I C A R 组 5 2 7 2 . 4 8 ± 3 6 . 4 7 b 9 2 . 4 1 ± 8 . 4 4 b 1 0 2 . 5 2 ± 9 . 1 4 b

脑 心 安 组 5 2 6 6 . 5 7 ± 2 8 . 5 4 b 9 0 . 2 5 ± 9 . 2 5 b 9 6 . 2 8 ± 8 . 7 4 b

脑 心 安 + C C 组 5 2 2 5 . 1 4 ± 2 3 . 7 6 c 7 1 . 0 3 ± 8 . 7 6 c 1 4 4 . 3 6 ± 1 0 . 0 2 c

8 . 4 3 7 4 0 . 8 4 2 1 6 1 . 8 2 9

0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0

注：与Sham组比较，a <0.05；与M组比较，b <0.05；与脑心

安组比较，c <0.05。

Sham组 M 组 AICAR组 脑 心 安 组 脑 心 安 +CC 组

Sham组 M组 AICAR组 脑 心 安 组 脑 心 安 +CC 组

图 2 TUNEL染色检测海马组织细胞凋亡 （伊400）
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2.4 脑心安胶囊对大鼠海马组织细胞凋亡的影响 与 Sham

组 比 较 ， M 组 大 鼠 海 马 组 织 细 胞 凋 亡 率 明 显 上 升 （ <0.05） ； 与

M组 比 较 ， AICAR组 、 脑 心 安 组 大 鼠 海 马 组 织 细 胞 凋 亡 率 明 显

下 降 （ <0.05） ， AICAR组 、 脑 心 安 组 大 鼠 海 马 组 织 细 胞 凋 亡 率

差 异 无 统 计 学 意 义 （ >0.05） ； 与 脑 心 安 组 比 较 ， 脑 心 安 +CC 组

大 鼠 海 马 组 织 细 胞 凋 亡 率 明 显 上 升 （ <0.05） 。 （ 见 图 2 、 表 4）

表 4 大鼠海马组织细胞凋亡率比较 （x依s）

分 组 n 细 胞 凋 亡 率 /%

Sham组 5 3.42依0.20

M组 5 33.14依4.23a

AICAR组 5 18.24依2.74b

脑 心 安 组 5 19.35依2.81b

脑 心 安 +CC组 5 25.21依3.01c

70.486

0.000

注：与Sham组比较，a <0.05；与M组比较，b <0.05；与脑心

安组比较，c <0.05。

2.5 脑心安胶囊对大鼠海马组织Nestin、NGF蛋白表达的影

响 与 Sham 组 比 较 ， M 组 大 鼠 海 马 组 织 Nestin 、 NGF 蛋 白 表 达

明 显 上 升 （ <0.05） ； 与 M 组 比 较 ， AICAR 组 、 脑 心 安 组 大 鼠 海

马 组 织 Nestin 、 NGF蛋 白 表 达 明 显 上 升 （ <0.05） ， AICAR 组 、 脑

心 安 组 大 鼠 海 马 组 织 Nestin 、 NGF 蛋 白 表 达 差 异 无 统 计 学 意

义 （ >0.05） ； 与 脑 心 安 组 比 较 ， 脑 心 安 +CC 组 大 鼠 海 马 组 织

Nestin 、 NGF蛋 白 表 达 明 显 下 降 （ <0.05） 。 （ 见 图 3、 表 5）

表 5 大鼠海马组织 Nestin、NGF蛋白表达比较 （x依s）

分 组 n Nestin NGF

Sham组 5 10.23依1.25 11.25依2.07

M组 5 33.14依2.74a 45.25依3.72a

AICAR组 5 45.21依3.21b 55.12依3.01b

脑 心 安 组 5 43.36依2.85b 53.17依4.11b

脑 心 安 +CC组 5 28.10依3.14c 37.21依3.29c

132.842 143.805

0.000 0.000

注：与Sham组比较，a <0.05；与M组比较，b <0.05；与脑心

安组比较，c <0.05。

2.6 脑心安胶囊对大鼠海马组织AMPK/GSK-3茁/Nrf2信号通

路蛋白表达的影响 与 Sham组 比 较 ， M组 大 鼠 海 马 组 织 p-AMPK、

p-GSK-3茁 、 Nrf2 蛋 白 表 达 明 显 下 降 （ <0.05） ； 与 M 组 比 较 ，

AICAR 组 、 脑 心 安 组 大 鼠 海 马 组 织 p-AMPK 、 p-GSK-3茁 、 Nrf2

蛋 白 表 达 明 显 上 升 （ <0.05） ， AICAR 组 、 脑 心 安 组 大 鼠 海 马 组

织 p-AMPK、 p-GSK-3茁、 Nrf2 蛋 白 表 达 差 异 无 统 计 学 意 义 （ >

0.05） ； 与 脑 心 安 组 比 较 ， 脑 心 安 +CC组 大 鼠 海 马 组 织 p-AMPK、

p-GSK-3茁、 Nrf2 蛋 白 表 达 明 显 下 降 （ <0.05） 。 （ 见 图 4 、 表 6）

注：A：Sham组；B：M组；C：AICAR组；D：脑心安组；E：脑

心安+CC组。

图 4 大鼠海马组织 p-AMPK、AMPK、p-GSK-3茁、GSK-3茁、

Nrf2蛋白条带

表 6 大鼠海马组织 AMPK/GSK-3茁/Nrf2信号通路蛋白表达

比较 （x依s）

分 组 n p - A M P K / A M P K p - G S K - 3 β / G S K - 3 β N r f 2 / G A P D H

S h a m 组 5 0 . 8 5 ± 0 . 1 2 0 . 8 8 ± 0 . 1 0 1 . 0 5 ± 0 . 0 8

M 组 5 0 . 2 3 ± 0 . 0 4 a 0 . 3 3 ± 0 . 0 5 a 0 . 3 4 ± 0 . 0 4 a

A I C A R 组 5 0 . 5 9 ± 0 . 0 5 b 0 . 7 5 ± 0 . 0 8 b 0 . 7 0 ± 0 . 0 7 b

脑 心 安 组 5 0 . 6 3 ± 0 . 0 6 b 0 . 7 2 ± 0 . 0 7 b 0 . 6 8 ± 0 . 0 5 b

脑 心 安 + C C 组 5 0 . 3 5 ± 0 . 0 5 c 0 . 4 1 ± 0 . 0 5 c 0 . 4 8 ± 0 . 0 6 c

6 0 . 5 6 9 5 2 . 9 1 8 9 4 . 8 6 8

0 . 0 0 0 0 . 0 0 0 0 . 0 0 0

注：与Sham组比较，a <0.05；与M组比较，b <0.05；与脑心

安组比较，c <0.05。

3 讨 论

缺 血 性 中 风 由 遗 传 、 表 观 遗 传 和 环 境 因 素 间 的 复 杂 相 互

作 用 引 起 ， 近 几 十 年 在 急 性 脑 中 风 治 疗 方 面 取 得 了 重 大 进 展 ，

但 是 其 相 关 发 病 率 和 死 亡 率 仍 然 是 重 要 的 公 共 卫 生 问 题 [11]。

脑 缺 血 疾 病 的 分 子 机 制 复 杂 ， 氧 化 还 原 稳 态 破 坏 和 由 此 产 生

的 氧 化 应 激 是 脑 血 管 疾 病 的 重 要 机 制 ， 主 要 引 起 内 皮 功 能 障

碍 、 炎 性 细 胞 聚 集 ， 导 致 动 脉 阻 塞 和 脑 缺 血 性 损 伤 [12]。 目 前 静

脉 溶 栓 联 合 重 组 组 织 型 纤 溶 酶 原 激 活 剂 （ rt-PA） 和 血 管 内 血

栓 切 除 术 是 目 前 急 性 缺 血 性 脑 卒 中 的 标 准 治 疗 选 择 ， 但 是 在

Sham组 M组 AICAR组 脑 心 安 组 脑 心 安 +CC组

图 3 海马组织 Nestin、NGF表达 （免疫组化染色，伊400）
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缺 血 再 灌 注 过 程 中 神 经 功 能 可 能 尚 未 恢 复 ， 引 起 神 经 元 肿 胀 ，

并 且 加 重 脑 梗 死 [13]。 有 研 究 [6]表 明 脑 心 安 胶 囊 可 以 明 显 改 善 缺

血 再 关 注 损 伤 。 在 本 研 究 中 采 用 线 栓 法 建 立 缺 血 性 中 风 大

鼠 模 型 ， 脑 梗 死 体 积 明 显 增 大 ， 神 经 功 能 损 伤 评 分 明 显 升 高 ，

提 示 造 模 成 功 ， 而 经 过 脑 心 安 胶 囊 治 疗 后 ， 明 显 降 低 了 神 经

功 能 损 伤 评 分 ， 减 少 了 脑 梗 死 体 积 。

在 缺 血 性 中 风 中 ， 脑 血 流 中 断 会 耗 尽 大 脑 中 的 氧 气 和 葡

萄 糖 ， 从 而 导 致 脑 神 经 病 理 变 化 ， 最 终 引 发 神 经 功 能 障 碍 [14]。

缺 血 性 中 风 是 一 个 复 杂 的 病 理 生 理 过 程 ， 涉 及 炎 症 和 氧 化 应

激 级 联 反 应 ， 其 中 炎 症 细 胞 活 化 后 产 生 活 性 氧 和 活 性 氮 ， 这 些

物 质 又 反 过 来 激 活 炎 症 细 胞 ， 破 坏 血 脑 屏 障 ， 引 起 脑 损 伤 [15]。

在 本 研 究 中 ， 模 型 大 鼠 出 现 明 显 的 氧 化 应 激 反 应 ， 氧 化 还 原

平 衡 被 破 坏 ， 经 过 脑 心 安 胶 囊 治 疗 后 ， 氧 化 应 激 明 显 改 善 。 氧

化 应 激 与 神 经 细 胞 应 激 反 应 是 中 枢 神 经 系 统 病 理 生 理 学 的

关 键 组 成 部 分 ， 神 经 元 对 氧 化 应 激 高 度 敏 感 ， 在 缺 血 性 脑 组

织 中 ， 神 经 元 凋 亡 是 其 重 要 病 理 过 程 [16]。 本 研 究 中 ， 模 型 大 鼠

海 马 组 织 出 现 大 量 细 胞 凋 亡 ， 经 过 脑 心 安 胶 囊 治 疗 后 ， 细 胞 凋

亡 明 显 减 少 ， 提 示 脑 心 安 胶 囊 可 能 通 过 抑 制 氧 化 应 激 减 少 海

马 组 织 细 胞 凋 亡 。

许 多 研 究 表 明 ， 神 经 营 养 因 子 包 括 NGF、 脑 源 性 神 经 营 养

因 子 （ BDNF） 和 神 经 营 养 素 -3（ NT-3） ， 调 节 神 经 元 生 长 和 存

活 的 作 用 参 与 梗 死 组 织 的 修 复 ， 对 于 缺 血 性 脑 损 伤 后 的 神 经

元 存 活 具 有 重 要 意 义 [17]。 Nestin（ 卵 蛋 白 ） 在 缺 血 区 域 高 表 达 ，

是 新 神 经 元 的 标 志 物 ， 可 以 防 止 梗 死 区 域 扩 大 ， 有 助 于 神 经

功 能 恢 复 。 因 此 检 测 Nestin 和 NGF 水 平 有 助 于 评 估 缺 血 性 神

经 功 能 损 伤 和 治 疗 程 度 [18]。 在 本 研 究 中 ， 模 型 大 鼠 Nestin 和 NGF

蛋 白 表 达 明 显 上 升 ， 经 过 脑 心 安 胶 囊 治 疗 后 ， 进 一 步 促 进 其

表 达 ， 有 助 于 神 经 功 能 的 恢 复 。

氧 化 应 激 被 认 为 是 缺 血 性 脑 卒 中 所 致 脑 损 伤 的 关 键 致

病 机 制 ， 抑 制 ROS 的 产 生 或 诱 导 抗 氧 化 蛋 白 的 表 达 可 能 有 助

于 抑 制 缺 血 性 中 风 诱 导 的 氧 化 损 伤 ， 在 所 有 抗 氧 化 蛋 白 中 Nrf2

发 挥 着 至 关 重 要 的 作 用 ， 它 诱 导 500 多 个 涉 及 抗 氧 化 基 因 的

基 因 表 达 和 域 期 （ 共 轭 ） 解 毒 反 应 ， 保 护 大 脑 免 受 缺 血 再 灌 注

诱 导 的 损 伤 ， 激 活 AMPK/Nrf2 通 路 可 以 通 过 其 抗 炎 和 抗 氧 化

作 用 防 止 缺 血 性 中 风 [19]。 在 AMPK/GSK-3茁/Nrf2 信 号 通 路 中 ，

通 过 激 活 AMPK 和 GSK-3茁 蛋 白 的 磷 酸 化 表 达 ， 促 进 Nrf2 核 易

位 ， 可 以 抑 制 缺 血 再 灌 注 损 伤 ， 抑 制 氧 化 应 激 和 炎 症 ， 减 少 细

胞 凋 亡 [20]。 在 本 研 究 中 ， 模 型 大 鼠 缺 血 后 抑 制 了 AMPK 和 GSK-

3茁蛋 白 的 磷 酸 化 表 达 和 Nrf2 表 达 ， 经 过 脑 心 安 胶 囊 治 疗 后 ， 激

活 该 通 路 表 达 ， 抑 制 了 氧 化 应 激 和 脑 组 织 细 胞 凋 亡 ， 对 神 经

功 能 发 挥 保 护 作 用 。 笔 者 通 过 设 置 AMPK 激 活 剂 组 发 现 ， 脑 心

安 胶 囊 发 挥 了 和 AMPK 激 活 剂 相 对 水 平 的 治 疗 效 果 ， 通 过 设

置 脑 心 安 垣AMPK 抑 制 剂 组 发 现 ， AMPK 抑 制 剂 明 显 逆 转 了 脑

心 安 胶 囊 对 缺 血 性 中 风 大 鼠 的 神 经 保 护 作 用 。

综 上 所 述 ， 脑 心 安 胶 囊 抑 制 氧 化 应 激 引 起 的 脑 损 伤 和 脑

组 织 细 胞 凋 亡 ， 对 缺 血 性 中 风 大 鼠 的 神 经 功 能 具 有 保 护 作 用 ，

与 激 活 AMPK/GSK-3茁/Nrf2 信 号 通 路 有 关 。 在 缺 血 性 中 风 中

中 枢 炎 症 损 伤 也 是 其 重 要 病 理 过 程 ， 脑 心 安 胶 囊 是 否 可 以 改

善 脑 组 织 炎 症 来 保 护 大 鼠 神 经 有 待 进 一 步 研 究 。
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